Systematische Fehler durch Phosphat- und Sulfatgehalte in Human- und Kontrollseren bei der atomabsorptionsspektrometrischen Calcium-Bestimmung by Schulz, W. et al.
Schulz et al: Systematische Fehler durch Phosphat- und Sulfatgehalte bei der Calcium-Bestimmung 1063
J. Clin. Chem. Clin. Biochem.
Vol. 19,1981, pp. 1063-1066
Systematische Fehler durch Phosphat- und Sulfatgehalte in Human- und Kontrollseren
bei der atomabsorptionsspektrometrischen Calcium-Bestimmung
Von W. Schulz
Fachhochschule Aalen, Fachbereich Chemie, Aalen
K. Böttger, B. Meder
Carl Zeiss, Oberkochen und
E. Grallath
Max-Planck-Institut für Metallforschung, Institut für Werkstoffwissenschaften, Laboratorium für Reinststoffe
Schwäbisch Gmünd
(Eingegangen am 3. Februar/22. Mai 1981)
Zusammenfassung: Es wird anhand von Messungen mit dem Elektrolytautomaten FL 6 an Kontroll- und Human-
seren gezeigt, daß bei optimaler Zerstäuber- und Brennereinstellung auf den Lanthanzusatz zum Ausschalten von Stö-
rungen durch Phosphat bei der atomabsorptionsspektrometrischen Calciumbestimmung verzichtet werden kann. Bei
einigen Kontrollseren traten dann jedoch Abweichungen auf, die auf die Gegenwart von Sulfat zurückzuführen sind.
Zwischen den Sulfatgehalten und den Abweichungen von den mit Lanthanzusatz ermittelten Calciumwerten besteht
ein direkter Zusammenhang.
Systematic errors due to phosphate and sulphate in human and control serum in the determination of calcium
by atomic absorption spectroscopy
Summary: Investigations of control and human serum with the Elektrolytautomat FL 6 demonstrated that it is not
imperative to add lanthanum to eliminate phosphate interference in the atomic absorption spectrometric determi-
nation of calcium, providing nebulizer and burner are adjusted optimally. However, a few control specimens showed
deviations due to the presence of sulphate. There is a correlation between sulphate content and the deviation of
calcium Values from those obtained with the addition of lanthanum.
Einleitung
Für die Bestimmung des diagnostisch wichtigen Ca-Ge-
halts in Serum werden im klinischen Laboratorium
Atomemission mit Flammenanregung, Atomabsorption
(AAS) und die Messung mit ionensensitiven Elektroden
angewandt. Bei diesen Bestimmungsmethoden ist in je-
dem Fall eine Kalibrierung mit Standardlösung erforder-
lich, wobei im allgemeinen eine Einpunktkalibrierung
ausreicht, da die Zusammensetzung der Matrix nur in
relativ engen Grenzen variiert. Um das Auftreten syste-
matischer Fehler bei der Bestimmung auszuschließen,
müssen Kontrollproben für die Überprüfung (Richtig-
keitskontrolle) in jeder Analysenserie mitgeführt wer-
den (1). Systematische Fehler bei der Bestimmung von
Ca durch Atomabsprptionsspektrometrie können von
Phosphat- und Sulfationen hervorgerufen werden (2—6).
Die am häufigsten angewandten Maßnahmen zu ihrer
Beseitigung sind der Lanthanzusatz bei Verwendung
einer Acetylen-Luft-Flamme oder die Anwendung der
heißeren Acetylen-Lachgas-Flamme. Beim Elektrolyt-
automaten FL 6 der Firma Carl Zeiss werden Störun-
gen durch unterschiedliche Phosphatgehalte im Serum
bei Verwendung einer Acetylen-Luft-Flamme durch
apparative Maßnahmen zur Optimierung von Zerstäuber,
Brenner und Strahlengang unterdrückt (7). Dabei wird
der Einfluß von Sulfat nicht beseitigt. Es wurde deshalb
in der vorliegenden Arbeit der Sulfatgehalt von Kontroll-
seren bestimmt, und der Zusammenhang zwischen ge-
messenen Ca-Werten und der Sulfatkonzentration unter-
sucht.
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Material und Methoden
Atomabsorptionsgerät
Zur Durchführung der Messungen wurde der Elektrolytautomat
FL 6 (C. Zeiss, Oberkochen) verwendet. Dabei handelt es sich
um ein Gerät zur simultanen Bestimmung von Na, K in Emission
und Ca, Mg in Atomabsorption (vgl. Abb. 1). Zerstäuber und
Brenner sind in Verbindung mit dem Strahlengang für die Matrix
Serum optimiert (7). Die Auswertung des Detektorsignals er-
folgt über den eingebauten Mikroprozessor unter Berücksichtigung
der Kalibrierkurvenkrümmung. Die Ergebnisse werden in mmol/1
ausgedruckt; für diese Untersuchungen waren nur die Ca-Werte
von Interesse. Das Gerät wurde mit den vom Hersteller vorgege^·
benen Einstelldaten (Acetylen-Luft) betrieben. Zur Kalibrierung
wurde die Bezugswertlösung der Fa. C. Zeiss verwendet.
Seren
Die verwendeten Patientenseren wurden vom Kreiskrankenhaus
Aalen zur Verfügung gestellt. Die Kontrollseren,(Firmen: Gö-
decke, Berlin; Merz + Dade, München; E. Merck, Darmstadt;
Boehringer, Mannheim; Behring, Marburg; Asid Bonz, Unter-
schleißheim) wurden nach Herstellerangaben aufbereitet und ge-
lagert.
Die für die Sulfatbestimmung erforderliche Proteinabtrennung
erfolgte durch Zusatz von 200 Trichloressigsäure-Lösung
(80 g/l) zu 500 Serum. Unter diesen Bedingungen treten keine
Sulfatverluste durch Mitfällung auf (8).
Empfänger
Hohlkathodenlampe




Abb. 1. Schematisches Bild des Elektrolytautomaten FL 6.
Reagenzien
Verdünnungslösungen
Lösung 1: Verdünnungslösung C. Zeiss: 0,1 mol/1 Hd; 0,1 g/l Cs,
Netzmittel
Lösung 2: 5 mmol/1 HC1; 0,1 gA Cs; 5 mmol/1 bzw. 10 mmol/1 La.
Standardlösung
Aus der Bezugswertlösung (C. Zeiss) wurde durch 1:50 Verdün-
nung mit jeder der Verdünnungslösungen eine Kalibrierlösung
mit 2,5 mmol/1 Ca hergestellt. Alle Verdünnungen wurden mit
einem Dilutor (C. Zeiss) durchgeführt.
Die bei der Sulfatbestimmung benutzten Reagenzi^i) (E. Merck)
waren vom Reinheitsgrad z.A..
Experimentelle Ergebnisse
Unterdrückung der Störung durch Phosphat
Die Wirksamkeit der apparativen Maßnahmen zur Unter-
drückung von Störungen durch Phosphat wurden an
Kontroll- und Humanseren durch Ca-Bestimmuiig mit
und ohne La-Zusatz geprüft.
An 144 Patientenseren mit unbekannten Phosphatgehal-
ten würden nach Verdünnen (l :50) mit Lösung l bzw.
Lösung 2 (5 mmol/1 La) jeweils eine Doppelbestimmung
durchgeführt. Die Unterschiede der ermittelten Ca-Ge-
halte betragen weniger als 2%, bezögen auf die Werte
mit La-Zusatz.
In einer weiteren Meßreihe wurden die Ca-Gehalte von
Patientenseren mit gegenüber dem Normalwert erheb-
lich erhöhten Phosphatgehälten nach Verdünnen mit
Lösung l bzw. Lösung 2 (10 mmol/1 La) gemessen. Die
Bestimmung der Phosphatgehalte erfolgte nach Entei-
weißung photometrisch durch die Reaktion mit Ammp-
niummolybdat und Reduktion zu Molybdänblau (9). Aus
Tabelle l ist ersichtlich, daß trotz der relativ hohen
Phosphatgehalte der Seren auch ohne La-Zusatz keine
Störung durch Phosphat auftritt.
An 28 verschiedenen Kontrollseren würden in analoger
Weise die CaOehalte bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2 mit den Sollwerten und den relativen Abwei-
chungen ((cjLa - c0)/cLa) zusammengestellt. Man erkennt,
daß bei den Seren 10,17,21,23,25,26,28 der Ca-Wert
Tab. 1. Vergleich der mit und ohne Lanthänzusatz ermittelten
























*) Mittelwerte aus zwei Bestimmungen
2) „NormaTwerte (14): Erwachsene 0,8-1,6 mmol/1
Kinder 1,3-2,3 mmol/1
3) Lösung 2 mit 10 mmol/1 La
ohne La-Zusatz außerhalb, mit La-Züsatz'innerhalb des
Vertrauensbereichs des Sollwertes liegt. Bei allen ande-
ren Kontrollseren liegen beide Analysenwerte innerhalb
des Vertraüensbereichs des betreffenden Sollwertes. Da
zwischen den relativen Abweichungen und den Phosphat-
gehalten der Kontrollseren (0,8-2,5 mmol/1) keine Kor-
relation festgestellt werden könnte, wurde in einem
Teil der Kontrollseren Sulfat bestimmt.
Untersuchung der Störung durch Sulfat
Bestimmung von Sulfat im Serum
Die Sülfatbestimmung erfolgte mit einer Mikromethode,
die sich bei der Bestimmung niedriger Schwefelgehalte
in Metallen gut bewährt hat (10). In einer speziellen
Apparatur wurden die enteiweißten Seren (10-50 ,
je nach S-Gehalt) mit 5 ml einer Säuremischung (150 ml
HI, 100inl Ameisensäure,26ml 500g/kgH3P02 (hypo-
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phosphorige Säure), 0,1 g Sb2O3) erhitzt. Dabei wurde
Sulfat zu H2S reduziert, das mittels eines N2-Stromes in
eine Vorlage mit l ml NaOH-Lösung (4 g/l NaOH) über-
führt und mit einer CdCl2-Lösung (l = 113,6 ng S)
und Dithizon als Indikator unter Verwendung einer
Mikrokolbenbürette titriert wurde.
Da andere schwefelhaltige Verbindungen oder Ionen
durch die verwendete Säuremischung ebenfalls zu H2S
reduziert werden, war sicherzustellen, daß der ermittelte
Schwefelgehalt als Sulfat im Serum vorliegt. Bei einigen
Seren wurde deshalb durch Mitfällung an BaCr04 (11)
eine Abtrennung des Sulfats vorgenommen und anschlie-
ßend der Schwefel im BaCrO4-Niederschlag bestimmt.
Es wurde gute Übereinstimmung mit den S-Werten ohne
Abtrennung erhalten. Durch Aufstocken mit bekannten
Sulfatmengen wurde eine Trennausbeute der Mitfällung
von > 95% ermittelt.
Die Analysenergebnisse sind in der letzten Spalte der
Tabelle 2 aufgeführt. In Abbüdung 2 sind die relativen
Abweichungen der Ca-Gehalte den ermittelten Sulfat-
werten gegenübergestellt.




























































































































































































*) Mittelwerte aus 4 Bestimmungen (Standardabweichung
< 0,02 mmol/1)2) Herstellerangaben3) Lösung 2 mit 5 mmol/1 La
4) nicht bestimmt
Zusatz von Sulfat zu einem Mischserum
Ein Mischserum (Ca-Gehalt: 2,38 mmol/1) wurde mit
unterschiedlichen Mengen an Sulfat ((NH4)2SO4) ver-
setzt. Nach entsprechender Verdünnung mit Lösung l
wurde der Ca-Gehalt bestimmt. Die relativen Abwei-
chungen als Mittelwerte von jeweils 5 Bestimmungen,
bezogen auf den Meßwert ohne Sulfatzusatz, sind in '




Abb. 2. Relative Abweichung der Ca-Gehalte ((cLa - c0)/cLa)in
Abhängigkeit von der Sulfatkonzentration. Die angege-
bene Streubreite (2s) wurde aus den Standardabwei-
chungen der Meßwerte CQ und CLa berechnet,
= Kontrollseren; · = Mischserum mit (NH^SO/rZu-
satz.
Diskussion der Ergebnisse
Die hier mit dem Elektrolytautomaten FL 6 durchge-
führten Messungen zeigen, daß durch die optimale Ab-
stimmung des Zerstäubers und des Brenners auf die zu
analysierende Matrix die Phosphatstörung auch mit der
Acetylen-Luft-Flamme auf einen vernachlässigbaren
Wert reduziert werden kann, ohne den Lanthanzusatz
verwenden zu müssen. Das in der Verdünnungslösung
vorhandene Cs dient lediglich als lonisationspuffer bei
gleichzeitiger Messung von Na und K. Die Abweichun-
gen der mit und ohne La-Zusatz an Patientenseren mit
normalen und erhöhten Phosphatgehalten (vgl. Tab. 1)
ermittelten Ca-Werte sind < 2%.
Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, treten bei manchen Kon-
trollseren erhebliche Abweichungen vom Sollwert auf.
Bei der Auftragung der relativen Abweichung des Ca-
Gehalts gegen den gefundenen Sulfat-Gehalt (Abb. 2)
erkennt man eine gute Korrelation. Im gleichen Dia-
gramm sind die Ergebnisse von Versuchen mit Sulfat-
zusatz eingezeichnet, bei denen zu einem Mischserum
Ammoniumsulfat zugesetzt wurde. Die erhaltenen Er-
gebnisse für die unterschiedlichen Kontrollseren stim-
men sehr gut mit den Werten für das Mischserum überein.
Man muß dabei berücksichtigen, daß die Kontrollseren
teilweise unterschiedliche Zusammensetzung haben. Dies
zeigt sich besonders im Gesamteiweißgehalt, der bei den
unterschiedlichen Seren zwischen 50 und 70 g/l variiert.
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Da Albumin und Globulin Calcium komplex zu binden
vermögen (12), wird durch unterschiedliche Konzentra-
tion dieser Proteine der Anteil an freiem Ca stark beein-
flußt. Sulfat bildet jedoch primär mit dem freien Cal-
cium in der Flamme das schwerdissoziierbare CaS04, so
daß die unterschiedlichen Anteile an freiem Ca in den
verschiedenen Seren verantwortlich für die Abweichun-
gen von der Kurve (Abb. 2) sein können. Der Kurven-
verlauf ist typisch für eine Verdampfungsblockienmg in
der Atomabsorptionsspektrometrie (13). An 6 Human-
seren wurde nach dem hier beschriebenen Verfahren der
Sulfatgehalt zu 0,5 mmol/1 bestimmt; der „NormaT'be-
reich wird mit 0,3 bis 0,9 mmol/1804" angegeben (14).
Der Sulfatgehalt der Kontrollseren ist demgegenüber bis
lim den Faktor 50 erhöht. Dies steht im Widerspruch zu
der Forderung, daß Kontrollprobe und Analysenprobe
möglichst ähnliche Zusammensetzung haben sollten (1).
Werden solche Kontrollseren zur Richtigkeitskontrplle
der Cä-Bestimmung benutzt, so können die auftreten-
den systematischen Abweichungen vom Sollwert kosten-
und zeitaufwendige Fehlersuche verursachen. Die Her-
steller sollten daher bemüht sein, den Sulfatgehalt von
Kontrollseren auf Werte unterhalb der oberen Grenze
des „NormaT'bereichs einzustellen.
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